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 論文内容の要旨
効率的な医薬品開発を遂行するためには、医薬品候補化合物の吸収律速段階および
吸収特性を正確に把握することが極めて重要である。薬物の細胞膜透過性は、薬物の
腸管吸収性を規定する因子の一つであるが、化合物の物理化学的特性に加え、生理学
的な細胞膜自体の特性が関わるため、 in vivo での消化管吸収を反映する適切な in 
vitro 評価系は確立されておらず、その予測は極めて困難な状況である。その生理学的
要因として、腸管粘膜近傍に存在する粘液層の関与が挙げられる。粘液層は、消化管
上皮膜近傍を覆う粘性の高い液体であり、病原体などの異物の生体内への侵入を防ぐ
物理的障壁として機能する。薬物の吸収においても、薬物が上皮細胞膜表面に到達す
るためには、粘液層を透過する必要があるため、粘液層が薬物吸収の重要な制御因子
となることが古くから指摘されている。現在までに薬物の腸管吸収における粘液層の
影響に関する種々の検討が行われ、粘液層の薬剤学的な重要性が提唱されているが、
現状の方法論では粘液層全体としての検討に留まっている。したがって、薬物と粘液
間の相互作用を精査するためには、粘液層の構成成分に着目した検討が求められる。
粘液層は、主に水分と無数の糖鎖によって修飾されている糖タンパク質の mucin によ
って構成される。現在までに消化管における粘液層の分子実体である mucin 分子につ
いて、遺伝子改変動物や遺伝子多型に関する情報が集まりつつあるが、ほとんどが生
理機能や病態との関連性に関するものであり、薬物動態学的検討は未だなされていな
い。  
本研究では、薬物の腸管上皮細胞膜透過における粘液層の役割およびその制御機構
の解明を目的とし、粘液層の主な構成成分である mucin 分子に着目し、薬物の生体膜
透過における粘液および mucin の役割について検討した。  
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第 1 章 ラット腸管における薬物吸収に対する粘液層の影響  
Mucin は粘液層を構成する主要なタン
パク質成分の一つであり、腸管からの薬
物吸収を制御する重要な因子であること
が指摘されているが、mucin 分子に着目
した検討はなされておらず、薬物吸収に
対する mucin 分子の寄与は未だ明らかに
されていない。本研究では、ラット腸管に
おける脂溶性薬物の膜透過性に対する粘
液層の影響とラット腸管における mucin 
mRNA 発現パターンとの関係を評価した。 
物理化学的性質と腸管膜透過に対する
粘液層除去の影響および腸管部位差との
関係性を明らかにするため、物理化学的
性質の異なる各種薬物を選択し、粘液層除去剤（dithiothreitol, DTT）を用いて in vitro 
sac 法を行ったところ、griseofulvin と antipyrine の腸管膜透過性は、十二指腸や空
腸などの上部腸管での DTT 処理によって増加したが、下部腸管では変化は認められ
なかった（Figure 1）。また、薬物の腸管膜透過性に対する粘液層の影響と mucin 分
子の消化管内分布との関係を明らかにするために、ラット腸管における Mucin mRNA
の発現解析を行った結果、Muc5ac の発現は十二指腸で著しく高い一方で、Muc1、
Muc2 および Muc3A の腸内発現は腸管下部に向かって徐々に増加することが明らか
になった。さらに、DTT 処理後の腸管管腔液中の遊離粘液に含まれる糖タンパク質に
対して Muc5ac および
Muc2 の抗体を用いて
western blotting を行
ったところ、DTT 処理
後の腸管管腔液におい
て、腸管上部でのみ
Muc5ac タンパク質が
検出された（Figure 2）。 
以上の検討結果より、腸管上部の粘液層がバリア機能に重要な役割を果たし、脂溶
性薬物の腸管膜透過を制限する機構に、Muc5ac が関与する可能性が示された。  
 
第 2 章 薬物の細胞膜透過に対する糖タンパク質の影響  
粘液層の分子実態である mucin は、分子量の 50%以上を糖鎖が占めており、この高
い糖鎖量が水分保持能や高次構造の形成に関与している。本研究では、mucin の分子
量の 50%以上を占める糖鎖と薬物の細胞膜透過性との関連を明らかにするため、
Figure  1  
Effec t  o f DTT on the  intes t ina l permeat ion o f  gr iseo fulvin in  
ra t  gas tro intes t ina l sacs ,  which were  prepared fro m (a )  
duodenum,  (b)  je junum,  (c )  i leum, and (d)  co lon.  Key: (○ )  
cont ro l (untrea ted) ;  (● )  DTT a t  10 mM (p re trea ted fo r  10 
min).  Resul ts  a re presented as the  mean ± S.D. (n = 4 –9) fro m 
three  independent  exper iments .  *P  <  0 .05,  **P  <  0 .01 
compared with the  contro l cond i t ion.  
 Figure  2  
Quant i f ica t ion o f the  
dens ito metry da ta  from 
Western blo t  ana lys is  for  
Muc2 (a)  and Muc5ac  (b)  
l ibera ted from the  ra t  
in tes t ina l ep ithe l ium.  Key:  
(□) cont ro l (untrea ted );  (■)  
DTT at  10 mM (pre t rea ted for  
10 min).  Results  a re  
presented as  the  mean ± S. E.  
(n =  4–5) from four  
independent  exper iments .  *P  
<  0 .05,  **P  <  0 .01 co mpared  
with the  cont ro l cond it ion.  
mucin および糖鎖を多く含有する細胞を探索し、糖鎖合成阻害剤作用時の薬物の細胞
膜透過性を検討した。  
Mucin 遺伝子の mRNA 発現量を RT-PCR 法により評価したところ、HT29 細胞に
おける MUC 遺伝子発現は、C2BBe1 細胞に比較して分泌型 mucin（MUC2 および
5AC）で著しく高かった。また、アルシアンブルー染色の結果、C2BBe1 細胞、
Kato III 細胞および GSU 細胞に比較して HT29 細胞において顕著に高い染色が確認
され、HT29 細胞の表面には糖鎖量が多いことが示された。HT29 細胞を用いて糖鎖
合成阻害剤作用時における paclitaxel 作用後の細胞生存率を MTT assay により評価
したところ、control 群に比較して有意な細胞生存率の減少が認められた。また、糖
鎖合成阻害剤作用時における rosebengal の細胞内取り込み試験を行ったところ、
rosebengal の細胞内取り込み量は control 群に比較して有意に増加した。同様に、
griseofulvin の経細胞輸送量は糖鎖合成阻害剤作用時に増加した。  
以上より、薬物の細胞膜透過機構において、糖鎖合成酵素および糖鎖修飾されたタ
ンパク質が重要である可能性が示された。  
 
第 3 章 薬物の経細胞輸送における膜結合型 mucin の影響  
本研究では、膜結合型 mucin と薬物の細胞膜透過機構との関連を検討するために、
代表的な膜結合型 mucin であり、消化管での発現が高い MUC1 に着目し、ゲノム編
集技術により MUC1-Knock-out (KO)/MDCK II 細胞を作製し、脂溶性薬物の経細胞
輸送に対する MUC1 の効果を評価した。  
Paclitaxcel、rhodemine 123 および griseofulvin の細胞膜透過性は、吸収方向およ
び排出方向の両方向において control 細胞と比較して cMUC1-KO 細胞で増加した。
さらに、内因性 P 糖タンパク質（P-gp）単独 KO（cABCB1-KO）MDCK II 細胞と内
因性 P-gp および MUC1 同時 KO（cABCB1・cMUC1-KO）MDCK II 細胞を作製し、
薬物の経細胞輸送試験を行った結果、内因性 P-gp の KO により、paclitaxcel および
rhodemine 123 の細胞膜透過性は排出方向の優位性を消失した一方で、内因性 P-gp
および MUC1 同時 KO により、吸収方向および排出方向の両方向において膜透過性の
優位な上昇が認められた。  
以上より、MDCK II 細胞における内因性 MUC1 が脂溶性薬物の細胞膜透過に対し
て影響を及ぼすことが明らかとなった。本検討で作製した細胞評価系は、mucin タン
パク質に対して新たな検討法を提示するものであり、様々な薬物の細胞膜透過性に対
する MUC1 タンパク質の影響を、スクリーニング評価を可能とすることが期待され
る。  
 
第 4 章 抗がん剤の生体膜透過過程における MUC1 の影響  
膜結合型 mucin は、化学療法における薬剤耐性に関連し、がん治療において重要な
タンパク質であることが指摘されているものの、その詳細は未だ不明な点が多い。本
研究では、典型的な膜結合型 mucin である MUC1 が抗がん剤に対する薬剤耐性を引
き起こす分子メカニズムを解明するために、MUC1 安定発現細胞株および細胞内シグ
ナル伝達に関連する CT を除去した MUC1ΔCT 発現細胞株を作製し、様々な抗がん剤
に対する影響について検討した。  
5-Fluorouracil、doxorubicin および paclitaxcel 作用時の細胞生存率は、mock 細胞
と比較して、MUC1 発現細胞において有意に維持され、MUC1ΔCT 発現細胞において
も同様の傾向が認められた。細胞生存率の差が顕著に認められた paclitaxcel の細胞
内取り込みは、mock 細胞と比較して、MUC1 およ
び MUC1ΔCT 安定発現細胞において有意に抑制さ
れた。さらに paclitaxcel を輸送する排出型トラン
スポーターである P-gp のタンパク質および mRNA
発 現 レ ベ ル は 、 細 胞 間 で 差 は 認 め ら れ ず 、
paclitaxcel の細胞内取り込みの抑制効果において
P-gp の影響は存在しないことが示された。また、
脂溶性薬物である rose bengal および hoechst 
33342 の細胞内取り込みにおいても、mock 細胞と
比較して、MUC1 および MUC1ΔCT 安定発現細胞
において有意に抑制され、paclitaxcel の結果と一
致した。また、細胞表面の水分量を測定したところ、mock 細胞と比較して、MUC1 お
よび MUC1ΔCT 安定発現細胞において有意な増加が認められた。  
以上、本章で得られた結果より、MUC1 は細胞表面に水層を形成し、脂溶性薬物の
細胞膜透過に対して抑制的に作用することで、抗がん剤の細胞膜透過を物理的に抑制
し、抗がん剤に対する耐性機構を生じることが示された。  
 
総括  
本研究では、腸管上部の粘液層が脂溶性薬物の腸管膜透過を制御し、この制御機能
において分泌型 mucin である muc5ac が重要な分子である可能性が示唆された。さ
らに、分泌型 mucin による薬物の細胞膜透過の抑制機構において、糖鎖領域が重要で
ある可能性が示された。また、膜結合型 mucin である内因性 MUC1 が脂溶性薬物の
経細胞輸送に対して影響を及ぼすことが明らかとなった。MUC1 は細胞表面に水層を
形成し、脂溶性薬物の細胞膜透過に対して抑制的に作用することで、抗がん剤の膜透
過を物理的に抑制し、抗がん剤の耐性機構を引き返すことが示され、がん領域におい
ても抗がん剤耐性機構に対する mucin 分子のバリア機能の重要な知見を示した。以
上、本検討で得られた成果は、薬物の腸管吸収性を規定する因子である生理学的な要
因として、粘液層に関する新たな基盤情報を提供する。これは、薬物動態研究におけ
る in vitro 評価系から得られる予測値と in vivo 評価系から得られる実測値の相違の
軽減に寄与し、医薬品開発の効率化に貢献する有用な知見を与えるものである。  
 
Figure  3  
Effec t  o f  membrane-bound mucin on the  
me mbrane  permeat ion o f hydrophobic  drugs .  
 【研究結果の掲載誌】  1) Pharm Res. 36:162 (2019) 
 
論文審査の結果の要旨 
 
本申請論文は、薬物の腸管吸収における粘液層の役割およびその制御機構を明らかにするため
に、薬物の生体膜透過に及ぼすムチン分子の影響について検討し、その研究成果をまとめたもの
である。 
粘液層は、消化管などの上皮を覆う粘性の高い液体であり、一般には病原体などの生体内への
侵入を防ぐ物理的障壁として機能することが知られているが、薬学領域においては、腸管におけ
る薬物吸収の抑制因子であることが古くから指摘されている。しかし、その根拠となる知見は粘
液の物理化学的特性を考慮した検討で得られたものが多く、生化学および分子生物学的な観点か
ら検討されたものに乏しいため、薬物の吸収過程における粘膜層の影響および粘膜と薬物との相
互作用に関して不明な点が多い。そのような背景のもと、申請者は、粘液の主要構成タンパク質
であるムチンに着目し、薬物の生体膜透過におけるムチンの役割に関する検討を行い、得られた
知見を４章に亘ってまとめている。 
第１章では、ラット腸管における各種薬物の膜透過性に及ぼす粘液層の影響を評価し、粘液層
が脂溶性薬物の吸収に対して抑制的に作用することを述べている。申請者は、ラット腸管各部位
での griseofulvin の吸収に対する粘膜層除去の影響を検討した結果、小腸上部においてのみ、そ
の膜透過性が亢進することを見出した。さらに、この粘膜層除去の影響は、他の脂溶性薬物でも
同様に認められる一方、親水性薬物では各消化管部位で認められないことも示している。また、
小腸上部において特異的に発現し、粘膜除去剤により遊離されるムチン分子として Muc5ac を同
定した。これらの結果から、申請者は、腸管上部における粘液層は脂溶性薬物の膜透過を制限す
るバリアーとして機能し、その機構にMuc5acが関与すると考察している。 
第２章では、糖鎖含有タンパク質と生体膜透過性との関連を探るため、糖鎖合成阻害剤で処理
した細胞における薬物の細胞膜透過性を評価し、ムチン分子を想定した糖鎖含有タンパク質が薬
物の細胞膜透過に関与する可能性を述べている。申請者は、糖鎖合成阻害剤処理した HT29細胞
への rosebengal色素の取り込みおよび本細胞株の単層培養系における griseofulvinの経細胞輸送
を評価し、共に透過量が増加することを見出した。HT29 細胞には Muc5ac を含む様々なムチン
分子が発現することから、糖鎖含有タンパク質として、これらムチン分子の関与を考察している。 
第３章では、第２章での培養細胞系で得られた知見をもとに膜結合型ムチンであるMUC1に着
目し、その遺伝子欠損細胞株を用いた薬物の膜透過性の検討を行い、脂溶性薬物の細胞膜透過に
おけるMUC1の関与を述べている。申請者は、ゲノム編集によりMUC1遺伝子を欠損したMDCK
細胞を作製し、その単層培養系における脂溶性薬物の経細胞輸送が吸収・分泌の両方向で上昇す
ることを見出した。さらに、MDR1 と MUC1 遺伝子欠損細胞株を用いた同様の検討により、こ
の変化に脂溶性薬物の細胞外排出に関わる P糖タンパク質の関与がないことを証明している。 
第４章では、MUC1およびその変異体の安定発現細胞株における抗がん剤の細胞障害性や細胞
内蓄積量を評価し、従来提唱されてきた MUC1 による抗がん剤耐性機構に加えて、MUC1 の細
胞外領域を介した抗がん剤の膜透過性の抑制が関与することを述べている。MUC1は、シグナル
伝達に関与するドメインを細胞質側末端に有し、そのドメイン介してアポトーシス経路を阻害し、
抗がん剤に対する耐性をもたらすと考えられている。しかし、申請者は、本ドメインを欠損した
MUC1変異体（MUC1ΔCT体）を発現した細胞においても、顕著な抗がん剤耐性が認められこと
を見出し、paclitaxel を用いた検討結果から、その耐性に細胞内取り込み量の低下が関与するこ
とを示した。さらに、細胞表面に保持される付着水量を推定し、MUC1 および MUC1ΔCT 体の
発現細胞では、膜表面の水層の厚みが増大していることを示している。以上の結果から、MUC1
は、細胞表面に水層を形成し、脂溶性薬物の細胞膜透過を抑制することで抗がん剤耐性を生じる
と結論付けている。 
以上の研究成果は、薬物吸収における粘液層およびその構成成分であるムチン分子の重要性を
明確にするとともに、薬物の生体膜透過機構の分子基盤となる基礎的知見を提供するものであり、
今後、薬物動態を考慮した医薬品開発の効率化および薬物治療、特に抗がん剤の適性使用に繋が
るものと期待される。よって、本論文は、博士（薬学）の学位論文として十分な価値を有するも
のと認める。 
